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vile de ^ PrdS6nte inVenti ° n C ° nCerne une noU - 
velle de champxgnon filamenteux, ainsi aue les d^rivL 

^TLT^L^ mutation ou ~ par 

ou une population „ , . ^icroorganisme 
artiiioiellement. La possibility d ' introdm r» 

aes g4nes h , t , rologttes . , t r~ : r rjr 

en evidence et appli quee en ^ fl ba cteries "t 

Plus particulierement Escherichia col, at 
hflc=. , -""ncnia coli. comme cellules 

Mt«. Plus recenunent, des productions de proteines re- 

e:l7T S P " a ' 3UtreS >«*°«»«-. aL a « evures 
« des chansons ai„si que par de, cultures de celluUs 
d 'organises superieurs cnt ete decrites. cellules 

r.™ . , LSS ° hM,pi9nons "l^enteux sont utilises cou- 

cloLT ^ ° ertai " S Sntibi =«^s (penicillins 
c^halosporines, et «.„ gra „d noabre d'enz^s (g ^ 0 
dieses , cellulases , proteases . pectinases . . , . 

tain „„ K LeS / hampi9nons fHa^enteux presented un cer- 
taxn nombre d'avantaaes n »r ^ 

avantages par rapport aux microorganisms 
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procaryotes (bacteries) en particular i» 
rleurs les ch "* """^ «*— «W. su P «- 



La pr^sente invention e « 
ae production de protaiT T PP ° rte * proc ^ 

fiwieS c t; ct ::n inante s i,aiae u cw 

dans laouellA nn 3 , A 3 genre Tolypocladium 

Pour l-S^LT^ ^ " qU6nCe d>ADN — * 

-surant l^^T^ * 

souche et en ce au o„ ! x ladite 

PW IV P ' re ladite P^ine. 

Plus prSciseroent, la souche utilise . «. 
souche Tolypocladium geodes cattP . ^ 

nale de Culture des Microorg % ^ 

Roux - 75015 Paris. ? anisln es - 28, rue du Docteur 

ParticuUareaent adapts Tla ' d Pi '°° n <U "~ 
reco-binantes. Production de proteines 

Grauihet, Tarn, France) Elle ° If 

1 ana ly se produire de s c.antites notabUs d'au- 



WO 91/00357 PCT/FR90/00479 

-3- 



tres enzymes extracellulaires, chitinases et £ -gluca- 
nases en particulier. 

La souche NC14 a 4t6 confine pour identification 
au labor atoire du Museum National d'Histoire Naturelle k 
Paris. Elle a 6t£ repiqu^e en boites de Pdtri sur deux 
milieux de culture standard, utilises pour la determina- 
tion des hyphomyc&tes : Malt-agar 2 % et Potato Dextrose 
Agar (PDA) puis incub£e & 25 °C. 

La culture sur Malt se d<§veloppe lentement, k 
peine 1 cm en 3 semaines de culture et forme une colonie 
serr^e d' aspect humide. L 'observation microscopique mon- 
tre un mycelium hdtdrogfcne, au cytoplasme vacuolis<5. Les 
conidies sont tres rares et les cellules sporogfenes peu 
nombreuses et disperses. 

Le milieu PDA est plus favorable. La culture a 
une croissance lente, atteignant 13 £ 20 mm en 10 jours . 
Le thalle est blanc, floconneux en surface, assez dense 
en profondeur, au contour irrdgulier. On observe une 1<§- 
gfere pigmentation beige au revers, aucun pigment ne dif- 
fuse dans le milieu. Pas d'odeur caractdristique. 

L' observation microscopique montre des cellules 
sporogfenes (phialides) solidaires ou groupies par deux 
ou trois sur une courte cellule latdrale du mycelium, 
Les phialides mesurent de 9 k 14 \im de long, sont ldge- 
rement renfl^es k la base puis allongges vers le col qui 
est quelquefois recourbd. Les spores (conidies) sont 
groupies en tetes ; de forme trfcs h£t£rogfene (sph^riques, 
cylindriques, ovales) avec des rapports globalement entre 
3,6-0,9 urn de long sur 2,9-0,9 urn de large avec deux 
classes principales : 3 x 1,5 (cylindriques) et 1,5 x 1,8 
(globuleuses) . Le mycelium mesure entre 1,5 et 2 \im de 
large. Pas de chlamydospores. 

L 1 aspect cultural, la vitesse de d^veloppement 
et la morphologie de I'appareil sporog&ne font que cette 
esp&ce appartient au genre Tolypocladium (Gams) par la 
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forme, la taiiio „*. i 

3Ue differ aussi de T.ovUnZT iSSstHB. 

soucne „CU est tlnalenent p ^«o s? - * 

geodes (Gams) par le mod. „ I'espece 

««lt Plus na»t pLtL Io r aPMe " Phiali ^= 
culture. Malgr , ° Mt lZ,l°™ - P« 1 -aspect 

et de foxae tris ^ ^ J" =P-s. de tame 
pendant ara carafe,, celles-ci corres- 

•5 atypique. fores est quelque peu 



30 



^ us. en pius fortement productem-* 

tigues om. "ucteurs d' enzymes proteolv- 

p e-^llH„ ■ 1988 ' '° •• 341) et p our 

seUotion a <Ste efface » „arllr „f ™ de 

epores da la souche „c,4 traLT "^nsion da 

sxon da spores a servl des f T^" 

-tenant nn.Uien ^ de c^tT^T 

- poudre de lait ecreme" . 10 * 

- phosphate monopotassique 
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- sulfate de magnesium 

- chlorure de calcium 
^ sulfate de fer 



2 g 

0,3 g 
0,2 g 
0,005 g 
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1 g 

15 g 
1 litre 



- agar agar 

- eau ctesionisde qsp 
pH a juste" a 7,0 avec de la soude 
Apres incubation 5 jours a 27 °C, les colonies 

apparues sur ce milieu sont entour^es d'un halo clair, 
du a l'hydrolyse des prolines du lait par les enzymes 
proteolytiques excretes par la souche. Ce crible de se- 
lection, qui avait d<*ja &t6 utilise pour l'isoleraent de 
la souche NC14, a permis la recherche de mutants meilleurs 
producteurs de proteases; ceux-ci sont detected par 1' ap- 
parition d'un halo d'hydrolyse d'un diametre nettement 
supgrieur a la moyenne de ceux observes autour des colo- 
nies de la souche de depart. Un mutant, appele" NC18, ca- 
15 racterise" par un halo d'hydrolyse tres signif icativement 
augments, a e"te" isole. A partir de la souche NC18, une 
deuxieme etape de selection a 6t6 effectu£e, apres muta- 
g<§nese par la N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) 
sur le milieu mentionne' ci-dessus auquel a it6 rajoute" 
de l'hydrolysat acide de caserne (Biokar) a la concentra- 
tion de 5 g/1. Dans ces conditions, la production de pro- 
teases par la souche NC18 est reprim^e, ce qui se tra- 
duit par une diminution tres nette de la taille des ha- 
los d'hydrolyse. Une colonie entour^e d'un large halo a 
25 6t6 s61ectionnde ; le mutant ainsi isold, NC21 a fait 

l'objet d'une nouvelle 6 tape de selection apres mutag<S- 
nese par 1 • 6 thyl -methane sulfonate (EMS) sur le milieu 
a base de poudre de lait, auquel du sulfate d' ammonium 
a la concentration de 5 g/1 a £t<§ ajoute" comme r^presseur 
de la production de proteases. Un mutant de-reprim6, 
NC28, a ainsi £te* isold. A partir de cette derniere 
souche, un mutant hyperproducteur d' activity chitinoly- 
tique a 6t6 recherche, apres mutagdnese par 1' acide ni- 
treux, sur le milieu de base precedemment d^crit, ou la 
poudre de lait a 6t6 remplacde par de la chitine collol- 
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dale a la concentration de 10 g/l „ n n <. 
nolyt igU e, NC35 , s.lectionne su la 12 T 

velle dtape de a iw <n , soumis a une nou- 

Presses. Bne SOHCha ^J'^V — 
-C3 9 a ete retake. cette t"' 

^^^^ 

1969, 95 • 3Q11 „„ M4 . ' J - Adv ' ch e«>- Ser. , 

" " . 391) contenant du glucose ... 
& raison de 20 a/1 „„,. • v glucose (ajout* en continu 

ae 20 g/l par D our) comme seule S0urf , 0 . 
bone, oans l es m&ues conditions i. * ^ de car - 

Produit environ 0,5 g/l de p" t I ^ ""^ NC14 

Cette .1 P r °t ei nes extracellulaires. 

i-ette aptitude except ionnello x~ i 
a exciter aes proteines dans dTla^ S ° UChe "** 

cu lt u„ sinpa ; s ; o ct s ;r et 0,1 

Pects ae la presente invention a co n "" it 4 ™ ^ 
^tiliser pou, la production de protl es JTT" * 
Cependant, dans cette optique la Z . Mt ^° 1 °9««. 
lytioue aes souches coZtZl' ^ '^/'^ Pr °"°- 
Partir ae !a souche „c 39 a ss » / nC0DVtoient - » 

^ue/detectable ^ e tl st 4 I"" 09 'T^" Pr0 ^" 
etal j ,„„ • prletest 4 1 'azocaseine (TOMRSELLi 

Proteinefexlln lT C ° naitl ° nS 36 Pr ° aBC "°» * 
crites Z, ] ] ■ T -ntionnee, plua haut et de- 

ritea dans I'exenple I! ci-apres. Cette aouche NC46 a 
ate soumise a an nou™,, 

un nouveau traitement autagene par l'acide 
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nitreux, puis des mutants deficients en activite amino 
peptidase ont ete recher-ches selon une modification 
de la technique decrite par MILLER et MACKINNON (J.Bact., 
1974, 120 : 355) : apres croissance 4 jours sur le milieu 
k base de poudre de lait decrit ci-dessus, les colonies 
sont recouvertes d'une solution contenant : 0,5 mg/ml de 
L. Leucine- £ -naphtylamide et 2 mg/ml de Fast Garnet 
GBC (Sigma). La presence d'activite" aminopeptidase est 
visualise par 1 'apparition, apres quelques minutes, d'une 
coloration brune autour des colonies. Les colonies ne 
produisant pas de coloration sont recuperees et re- 
testees, selon le mime protocole. 

Un mutant isole" par cette technique, NC50, ne 
prdsente plus 1 'activity Leucine aminopeptidase detectee 
dans le surnageant des cultures des souches NC46 et des 
generations precddentes. 

La genealogie de la souche NC50 est resumee sur 
le tableau 1 . 

La souche mutante NC50 possede les m§mes capa- 
city d' excretion de prolines du point de vue quantita- 
tif, que la souche hyperexcretrice NC39 mentionnee ci- 
dessus. Un avantage supplemental^ de la souche NC50 re- 
side dans 1 -absence d 'activite" proteolytique detectable 
dans les surnageants de culture, ce qui permet d'eviter 
25 ou tout au moins de minimiser la degradation des pro- 
twines .produites, et particulierement des prolines hete- 
rologues, dans le milieu de f ermentati&n . Ceci constitue 
un aspect important de la prdsente invention. 

Un autre aspect est constitud par la mise en 
Evidence de la capacite des souches NC14 et derivees a 
§tre transformees selon un protocole simplified original 
par rapport a ceux mentionnes . 
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Tableau 1 : Genealogie des souches mutantes derivdes de 
Tolypocladlum qeodes N C14 



5 


Etape 
n° i 


Agent 
nutagfene 


Ph^notype 
recherche 


Milieu de 
selection 


Souche 
isoiee 




1 


UV 


Hyperproducteur 
de proteases 


Lait £creme 


NC1 8 


10 


2 


NTG 


Proteases d6- 
rdprim^es 


Lait 6cr£m6 + 
hydro ly sat de 
cas^ine 

5 g/1 


NC21 


15 


3 


EMS 


Proteases d6- 
r£prim£es 


Lait £cr6m6 + 
sulfate d 1 am- 
monium 

5 g/1 


NC28 


4 


HN0 3 


Hyperproducteur 
de chitinases 


Chitine col- 
loidale 


NC35 




5 


UV 


Chitinases d€- 
r6prim6es 


Chitine col- 
loldale + 
glucose 10 g/1 


NC39 


20 


6 


NTG 


Proteases 
d^ficientes 


Lait 6cr6md 


NC41 




7 


EMS 


Proteases 
d£f icientes 


Lait 6cr4m6 


NC46 


25 


8 


HN0 3 


Aminopeptidase 
d6f iciente 


Lait 6cr€m6 + 
test L-leucine- 
p -naphtylamide 


NC50 



ant^rieurement pour d'autres champignons comme Aspergil- 
lus nldulans (BALLANCE et al., Biochem. Biophys. Res, 

30 Commun, 1983, 112 : 284) ou Trichoderma reesei (KNOWLES 
et al., Brevet European n° EP 0244234 A2, 1987)- L'ori- 
ginalitd du protocole reside en particulier dans le fait 
qu'il ne fait pas appel h 1 'utilisation de protoplastes , 
dont la formation et la r6g<§n£ration constituent souvent 

35 une 6tape fastidieuse dans la mise au point d'un protocole 
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de transf °rmation. Dans l e cas d. , 

ses derivds, n a 4t6 . . ' * la SOuc *e NC14 et de 

va it int^dui a :;r;: e g f u v e i,adn — 

*es spores traitees de f ac o„ f ^ dans 

o-otigue et l eur capa JJ ^ ^ s -tance a l a p ression 
*^e S . La raise ^ ^—ation ne sclent p as 

* <« effectuee en utlul f Pr ° tOC ° le de station 
un fflargueur domlnant ^ iect - pla S idique ^ 

' resistance a is ' g6ne c °nferant 

Fran, als , n- 25 <«» « a!.. Brevet 

*»Ple i oi . aprts . 723 ' C6 «t decrit dans 

«ne d'orig ine £ °" e sSguenee promotriee d-un 

^ sera precedTa'LTT ^ =edant pour 

«nt 1- exert t ton de la p ro J ln Sl9nal ass »" 

termtnateur de transection " "'^ 

On aspect supplement d.u», 
t"» est constitute par „ ! 3 prts «*a inven- 
ts souches transferees LTT *" 

dUnteret est J ^"rLT *- 
tton base sur t-uttUsation a!" 1" " * S " e °" 

-»*"« do B inant, pla ce en III 11™°°™"**™ W 
Promotenr »t signal „. arr8 " d T t ° «*" "a***, sans 

«« genes, cette teenn i^ ^IZZTT U ° 
V ci-apres. Ulustree dans l'exemple 

-stanee rJlT^^."^ °* ^ * ~ 

a m antib^e^ ^If " ° 04 " t PMr ta *— 
-t d.ortctne ,en 0 l ua * Mo ^»— • « gene 



WO 91/00357 



-10- 



PCT/FR90/00479 



20 



25 



30 



35 



La sequence d'ADN cn fl flB . 

•«*»nc. seront portes p« a T , ' e * Pr " ai ° n «• l*Ute 
e« un p laomiae J J^""" Plas «* W de preference 

a, resume, i, pr4t ' , " *DM en cause. 
' -ouvelle souche de obC^iT""* C "- n » ~ 

tionnes pour leur capacity «**.. eelec- 

<>e proteges cans un , '""^ 

constitue essentieuelt d r ltUre e * trS — t 
-meraux. ce qul fae J^'^ S " Cre ° •* * se!s 

desdites proteines. Cette capa=!« ° * " "^"""on 
"re exploits* ^ Ja p^^f^^eHe peut 

-tea ce oui constitue m p remier ^ reCOTM - 

tavention. Premier aspect de la presente 

Selon un deuxieme aspect l, „ * 
*°urnit un araven 4e prtserv „ , ' la P re =ente invention 

™« dans le -iXieu dTIu LT" 1 " *™"~ 
stents deficients en activity ^ X ' UtUiM «on de 

activites proMolytlquea 
Selon un trolsieme aspect l, L< 
fournit un ^ a 'introduce V,\ P " Se " te ^n-ntlon 
}" '° Mhe * J^kpocladi™^ L^ot 
Protoplastes. a «ant pas intervenir l es 

^eodes B c,4 e t ses ^T s ZtT * 
°" e ^chnique de selection faisaL T " lgaeM6e 
dominant place en aval du Xe "intf * ""^ 
1,1 *«*»*•« entre les deux genes Pr0n " teUr 
13 P " Seate " "pporte e g ale»ent aux 
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protdines obtenues par la mise en oeuvre du procede se- 
lon 1' invention. Parmi ces proteines codees selon 1' in- 
vention, on citera plus particuliferement la pullulanase, 
le lysozyme humain et la proteine Sh, la sequence nucieo- 
5 tidique de cette proline Sh etant representee en figure 
2. 

La prdsente invention concerne de m§me les sou- 
ches de Tolypocladium transformees, obtenues lors du pro- 
cede de production de proteines recombinantes, 
10 Les exemples suivants servent h illustrer la* 

prdsente invention de maniere non limitative. 

Ces exemples seront decrits en se referant aux 
figures sur lesquelles : 

- la figure 1 est un schema du plasmide pUT720 

15 - la figure 2 represente la sequence nucieotidique du 

ghne de la proteine Sh precede de la sequence synthe- 
tique utilisee comme signal d 1 excretion 

- la figure 3 est un schema du plasmide pUT715 

- la figure 4 est un schema du plasmide pUT771 

20 - la figure 5 represente la sequence nucieotidique de 
la partie promotrice du plasmide pUT771 

- la figure 6 est un schema du plasmide pUT760 

- la figure 7 represente la sequence nucieotidique syn- 
thetique codant pour le lysozyme humain 

25 - la figure 8 est un schema du plasmide pUT772 

Les abreviations utilisees sur ces figures sbnt 
considerees comme connues ou seront explicitees dans la 
description - 

Sauf indication contraire, les differents pror 
30 cedes et produits mentionnes sont mis en oeuvre selon 

les techniques connues et/ou preconisees par le fabricant. 
Exemple I : : Transformation de Tolypocladium geodes 

La souche mutante NC50, deficiente en activites 
proteolytiques, a ete transformee par le plasmide 
35 pUT703 (DURAND et al f Proc. Biochemistry and Genetics of 
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1988, p 136). ce plasmide se caracterise par la presence 
d'un gene de resistance aux antibiotiques de la Wile 
des phleomycines (ARMAU et al., Brevet Francais n° 
5 2 569 723 place sous la dependance d-un promoteur fongi- 
que : le promoteur du gene de la glyceraldehyde 3-phos- 
Phate deshydrogdnase d 'Aspergillus ,idm„. (not « promo _ 
teur gpd) (Van GORCOM et al., Gene, 1986, 48 : 211) et 
borne" en aval par le terminateur CYC1 de levure (SMITH 
10 et al., cell, 1979, 16 : 753). Le gene de resistance 

provient d'un actinomycete producteur d 'antibiotiques de 
la famine des phleomycines; Streptoallot ei nh„ c v,^- 
~ La Pr °^ ine cod ^ e P« ce gene, appelee proteine 
Sh, active les antibiotiques en question par formation 
d un complexe equimoleculaire (GATIGNOL et al., fees 
Letters, 1988, 230 : 171) . 

La phleomycine et les antibiotiques apparent^ 
presentent une toxicite dlevee pour Tolypocladiuni 
comme pour pratiquement tous les organismes vivants. Le 
g&ne de resistance fournit done un moyen facile de se- 
lectionner les clones transforms par leur capacity a 
se developper en presence de phleomycine. 

Le protocole utilise pour la transformation est 
25 i e r,T : SP ° reS ° btenUeS Par culture de 1* *°*che 

dL r T en pda pendant 7 jours h 27 ° c ~* 

dans du mp de composition suivanfce : 

de base selon Mandels additionne de saccharose 100 g/1 
tampon MES 5 g/1, p H 5,5. Apres filtration sur verre ' 

clntri/V U * -sponsion est 

centrxfugee (10 minutes, 10 000 rpm) et le culot est re- 
pris par le meme milieu MnP additionne de Caylase C3 
(enzyme lytique commercialisee par CAYLA) a 10 mg/ml 
Apres 4 heures d'incubation sur table agitee a 32«C 
100 rpm la suspension est a nouveau centrifugee, et'le 
culot est repris par du milieu MnP additionne de chlorure 
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de calcium, 50 mM, dans un volume tel que le titre de la 
suspension de spores obtenue, determine* par comptage mi- 
croscopique k 1 'hematimfetre , soit d' environ 10 8 /ml. 

A 200 ul de cette suspension, une solution 
5 d'ADN plasmidique (5 k 10 ng d 1 ADN dans un volume de 5 & 
20 fil) est ajoutee. Apr&s 10 minutes k temperature am- 
biante, on ajoute 50 ul de solution MPC (MOPS 10 mM 
pH 5,8, PEG 6000 60 % p. v., CaCl 2 75 mM) et on incube 
le melange 30 minutes dans la glace, puis on rajoute 
10 2,5 ml de MPC. Apr&s 15 minutes £ temperature ambiante, 
des aliquots de 0,5 ml de ce melange sont introduits 
dans des tubes contenant chacun 3 ml de gdlose molle MnR 
(milieu salin selon Mandels additionnd de saccharose 150 
g/1, glucose 2,5 g/1, extrait de levure 2,5 g/1, agar 
15 6 g/1) maintenu en surf us ion a 45°C. Le contenu de cha- 
que tube est ensuite verse i la surface d'une bolte de 
P6tri contenant le m§me milieu MnR, geiose k 15 g/1 et 
additions de 30 ug/ml de phieomycine (commercialis6e 
par CAYLA) comme agent de selection des clones transfor- 
20 mants. Ceux-ci apparaissent sous la forme de petltes 
colonies apr&s 4 jours d' incubation k 27 °C. 

Les taux de transformation obtenus en utilisant 
le plasmide pUT703 ont ete de l'ordre de 2000 & 5000 
transformants par microgramme d'ADN. 
25 La stability des transformants a ete testae par 

repiquage des colonies sur milieu PDA contenant 30 ug/ml 
de phieomycine (la concentration minimale inhibitrice - 
CMI - pour la souche NC50 non trans form£e est d 1 environ 
10 ug/ml dans ces conditions). Environ 90 % des colonies 
30 repiqudes ont confirm^ leur caract&re de resistance. 

Des experiences d' hybridation de I'ADN des sou- 
ches transformees par une sonde marquee correspondant k 
une partie du gene de resistance & la phieomycine ont 
montre que ce gfene etait integre dans le chromosome des 
35 transformants; le ou les sites d' integration et le nombre 
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de copies varient d'une souche h 1" autre • 
Exemple II : Expression et excretion d'une proteine 
hdtdrologue. 
Dans l 1 exemple I ci-dessus, l'obtention de 
5 clones transformants rdsistants h la phieomycine indique 
que le g£sne codant pour la proteine Sh s'exprime dans la 
souche MC50 de Tolypocladlum geodes . Cependant, la pro- 
teine n'a pas pu §tre mise en evidence dans les surna- 
geants de culture des souches transform<§es et n'est done 
10 vraisemblablement pas excretee en quantity detectable. 

Dans l 1 exemple suivant, la souche NC50 a ete 
transform^e selon le protocole decrit dans 1' exemple I, 
en utilisant le plasmide pUT720 dont la carte est re- 
presentee sur la figure 1 . Ce plasmide se caractdrise par 
15 la presence, sous la dependance du promoteur gpd, du 

gfene de la proteine Sh en amont duquel a ete ajoutee une 
sequence signal synthetique d'excretion (figure 2). 

Parmi les colonies resistantes, obtenues avec 
une frequence de 3000 transformants par microgramme d' 
20 ADN, une centaine ont ete repiquees sur des boltes de 
PDA contenant des concentrations croissantes de phieo- 
mycine, de 25 k 1000 jag/ml. 3 souches resistantes h 
plus de 1000 ug/ml de phieomycine ont ainsi ete seiec- 
tionn6es; l'une d'elles a ete cultivee en fermenteur de 
25 laboratoire dans les conditions suivantes : les spores 
provenant d'une boite de PDA incubee 7 jours h 27 °C ont 
servi & inoculer 500 ml de milieu selon Mandels conte- 
nant 20 g/1 de glucose et 1 g/1 d'extrait de levure, re- 
parti dans deux erlenmeyers de 1 1. Apr&s incubation 
30 48 heures sur table agitee k 27°C, 200 rpm, cette cul- 
ture a permis d 1 inoculer un fermenteur de 14 litres de 
volume total (Chemap) contenant 8 litres du m£me milieu. 
La fermentation a dure 6 jours & 27 °C avec une agitation 
de 500 rpm et une aeration de 0,5 v.v.nu, le pH etant 
35 reguie . superieur k 5,0 avec de 1 'ammoniaque. A partir du 
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2hme jour, une solution sterile de glucose k 200 g/1 
a 6t6 introduite en continu & raison de 0,8 litre par 
24 heures, soit environ 20 grammes de glucose par litre 
et par jour. Aprfcs 6 jours, la culture a 6t6 rdcolteSe 
et centrifug^e. 

La concentration totale en pro twines , d^termi- 
n6e selon la m<§thode de LOWRY (LOWRY et al., J. Biol. 
Chera., 1951 , 193 : 265) a 6t6 trouvSe e§gale & 9,6 g/1. 

La presence de prot^ine Sh dans le milieu de 
culture a 6t£ mise en Evidence par chromatographic 
(PPLC) sur colonne dchangeuse d' anions MonoQ, Pharmacia 
(tampon Tris-HCl 20 mM pH 7,0 - £lution gradient lind- 
aire 0 - 0,6 M NaCl) . En comparaison avec le surnageant 
d'une culture effectu^e dans les memes conditions avec 
15 la souche non transferase, on constate 1' apparition d'un 
pic suppldmentaire de prolines fortement retenues sur 
la colonne MonoQ, 61u6 k 0,45 M. L'aire de ce pic reprd- 
sente environ 20 % de l'aire totale du chromatogramme . 
L 1 analyse en ^lectrophorfese SDS-PAGE, des fractions cor- 
respondant k ce pic a r£ve§l<§ la presence & l'^tat prati- 
quement pur d'une protdine d" environ 14 000 kd de poids 
moldculaire, ce qui correspond & la taille de la protdine 
Sh (GATIGNOL et al. , FEBS Letters, 1988, 230 : 171). 

La presence dans le surnageant de culture de 
25 proline inactivant la phl^omycine a 6t6 confirmee par 

le test suivant : sur des disques de papier imprdgnSs de 
solution de phl^omycine & diffdrentes concentrations (de 
10 k 300 ug/ml) diffdrents volumes de surnageant de cul- 
ture (de 1 & 50 ul) sont dSposds. Les disques sont en- 
30 suite pos£s ^ la surface d'un milieu g^losd (milieu n° 2 
pour l'essai des antibiotiques , BioMdrieux) ensemenc^ 
par une souche d' Escherichia coli sensible k la phl^omy- 
cine : HB101. Apres une nuit d'incubation & 37°C, des 
halos d' inhibition du voile bact^rien sont visibles au- 
35 tour des disques contenant la phldomycine seule. Lorsque 
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des quantit^s connues de protdine Sh purifi^e sont 
ajout^es, on constate une diminution du diam&tre des 
halos, et une disparition totale de ceux-ci pour un 
rapport en moles protdines/antibiotiques de 1/1 soit 
5 environ 10/1 en poids. Ce test permet done un dosage 

semi-quantitatif de .la protdine Sh dans une solution de 
concentration inconnue. Dans le present exemple, la con- 
centration de prot^ine Sh dans le surnageant de culture 
a 6t6 trouv^e voisine de 2 g/1. 

10 II a done 6t6 possible par fermentation d'un 

transformant de la souche de Tolypocladium geodes NC50 
par le plasmide pUT720 de produire environ 2 g/1 de pro- 
tdine recombinante extracellulaire en 6 jours. 
Exemple III ; Isolement d'une sequence promotrice 

15 Le plasmide pUT715, dont la carte est pr6sent£e 

sur la figure 3 a 6td utilise comme vecteur-sonde pour 
la recherche de sequences promotrices fongiques. Le plas- 
mide a 6t6 lindaris6 par double coupure BamHI-AsuII (les 
deux sites uniques de restriction sont situ^s dans la 

20 sequence multisites situde immddiatement en amont de la 
partie codante du g&ne Sh) . Aprfes purification par 61ec- 
tro^lution, le grand fragment a &t& mis en presence 
d'ADN chromosomique de Trichoderma reesei partiellement 
dig^rde par les enzymes Mbol et TaqI pour g6n£rer des 

25 fragments compris entre 1 et 5 kilobases et d'ADN ligase. 
La population de plasmides hybrides ainsi obtenue a ser- 
vi h transformer la souche d' Escherichia coli DH5 <k, 
avec selection sur la base de la resistance k I'ampicil- 
line, L'ADN plasmidique extrait du "pool" des transfor- 

30 mants d' E.coli a servi & transformer la souche NC14 de 

T, geodes selon le protocole d^crit dans 1' exemple I ci- 
dessus. 50 transformants fortement rdsistants 5 la phldo- 
mycine (CMI > 250 ng/ml) ont 6t6 sdlectionn^s et r^partis 
en 10 groupes de 5 clones. L'ADN de chaque groupe a 6t6 

35 extrait , digdri par 1' enzyme BstEII et soumis k ligation. 
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midique de pDT760, dont la carte est representee sur 
la figure 6. Le plasmide pUT760.se caracterise par la 
presence du gfene de Klebsiella pneumoniae ATCC 15050 
codant pour la pullulanase mature (MICHAELIS et al., 
5 J. Bact., 1985, 164 : 633), sous la dependance du pro- 
moteur gpd d' Aspergillus nidulans et precede par la se- 
quence signal synthetique d^crite dans l'exemple I (fi- 
gure 2) . 

Environ 500 transf ormants seiectionnes sur la 

10 base de la resistance & la phieomycine ont ete repiques 
individuellement d'une part sur un milieu PDA contenant 
30 ng/ml de phieomycine et d 1 autre part sur un milieu 
geiose contenant : glucose 5 g/1, sulfate d' ammonium 
1 g/1, phosphate monopotassique 2 g/1, sulfate de magne- 

15 sium 0,3 g/1, chlorure de calcium 0,2 g/i, extrait de 
levure 1 g/1, pullulane (Sigma) 10 g/1, agar 15 g/1. 
Aprfes 7 jours d 1 incubation £ 27°C, la surface de ce der- 
nier milieu a ete recouverte d'alcool ethylique, et les 
boites de Petri ont ete placees & -20 °C pendant une heure, 

20 A cette temperature et en presence d'alcool, le pullulane 
precipite, rendant le milieu opaque. Environ 2 % des co- 
lonies testees etaient entourees d'un halo clair plus ou 
moins large, dfi vraisemblablement h l 1 hydro lyse du pullu- 
lane. Aucun halo n'a ete detecte autour des colonies de 

25 la souche NC50 non transf ormee testees dans les memes 

conditions, Les 10 clones transf ormants semblant presen- 
ter la plus forte activite pullulanase, c^st-^-dire 
ceux correspondant aux colonies entourees des halos les 
plus larges ont ete recuperes sur le milieu PDA-phieomy- 

30 cine et cultives en fioles agitees dans le milieu selon 
Mandels additionne de glucose 30 g/1, extrait de levure 
1 g/1 et taraponne par le phtalate de potassium & 5 g/1. 
Apr&s 5 jours d 1 incubation i 27°C, 200 rpm, les cultures 
ont ete centrifugees et 1' activite pullulanase a ete 

35 dosee dans les surnageants selon le protocole suivant : 
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°' 5 ml d Une SOlution de Pullulane a 10 g/1 dans du 

enz yraat x q ue (surnageant eventuelle.ent dilue dans U Mm! 
tampon, . Apres incubation 60 m±nutes ^ 5soC/ -n ^ - 

UMrf est dose par la nuSthode de MILLER (Analytical 

Ch-, ,939, 31 : 426,. L-activite est 

xnternatxonales (u.i, correspondant au n 0mbr e de micro 

»oles de glucose li^rees par minute . Dans Us 

d s 1 ltureg test , es> activit ^ ^ jeants 

n a M detectee dans les surnageants de la souche non 
transferee cultivee dans les mgmes conditions. 

Exemple V » 

l.« . eXe, ° Ple eSt deStin ^ 4 *"*«r« la possibi- 

lity de s^lectionner pre f .rentielle^nt a es cloneTrecl 

fcrteaent producteurs d'une proline hM J^ e ^ 
a des constructions pWdigu.s faisant appel au prin- 
ce de la transcription polycistronique. 
l. « L ' el< P«"i°n ^ plusieurs genes adjacents sous 
la d pendance du „e me prcoteur e t par 1'in er»ed a re 

I! Z neSBa9er ' d " est u» h „o- 

^ne bien oonnu che2 les bact , ries fc J » 

<*»*»-— t adnis gue ce ph.no.ene n-existe pa che 
(KAUFMAN et al., EMB0 J., 1937. 6 . 1R71 • 
= cellules anises en ^JZ\lTlTTC 

Site d e a» d"" 336 Pem " tMt ^ - -thT 

trexate,dans des constructions ou ledit gene <t«it oi,^ 

^dlate^nt en aval d'un autre gene no! 

flection indirecte des clones expri.ant forteaent le 
aene non selectionnable sur la base du niveau de resis- 
tance confere par le gene place en aval. 

II a ete montre par les auteurs de la presente 
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invention que ce principe pouvait s'appliquer £ T.geodes , 
en utilisant par exemple comme parqueur sdlectionnable 
le gfene Sh de resistance & la phieomycine . 

Un g6ne synthetique pour le lysozyme humain a 
5 ete prepare paiykssemblage de 10 oligonucleotides de syn- 
thase. La sequence representee dans la figure 7 comporte 
14 paires de base precedant le codon d' initiation, suivi 
de 18 codons debutant par un ATG correspondant aux acides 
amines du peptide signal du lysozyme humain & 1' exception 

10 du 17feme codon (remplacement de la glutamine par une leu- 
cine) (CHUNG, KESHAU et GORDON, Proc . Natl. Acad. Sci. 
1988, 85 : 6227) puis 130 codons des acides amines du 
lysozyme humain (JOLLES et JOLLES, Mol. Cell. Biochem. , 
1984, 63, 165) et enfin un codon stop suivi de 6 paires 

15 de bases. Le fragment d'ADN borde par les sites de res- 
triction EcoRV-BamHI a ete clone au site EcoRV du plas- 
mide pUT771 mentionne dans 1' exemple II pour donner dans 
I'une des 2 orientations possibles, le plasmide pUT772 
(figure 8) . 

20 La souche NC50 de T.geodes a ete transformee par 

le plasmide pUT772 selon le protocole decrit dans l'e- 
xemple I ctvec la seule difference que la selection des 
transformants a ete realisee avec une concentration 
moindre de phieomycine (15 ng/ml) . Les colonies obtenues 

25 avec une frequence 50 i 100 fois moindre £ celle fournie 
par l'ADN pDT771 utilise comme contrSle ont ete repiquees 
sur milieu PDA et individuellement examinees pour le ni- 
veau de resistance k la phieomycinejfet verifiee pour la 
production de lysozyme. La determination des concentra- 

30 tions minimales inhibitrices de phieomycine des transfor- 
mants par pUT772 a montre que les niveaux de resistances 
des clones etaient faibles (2 & 10 fois la CMI par rap- 
port h la souche non transformee) alors que les transfor- 
mants par pUT771 etaient au contraire tr&s eieves (30 h 

35 200 fois la CMI) . 
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La production de lysozyme est v£rifi6e indirec- 
tement par la m^thode des cylindres d'agar pour la pro* 
duct ion d'une activity lytique contre Micrococcus lyso- 
deikticus sur PDA. Parmi 83 souches testeSes provenant 
5 de la transformation par pUT772, 61 produisaient une ac- 
tivity detectable par la presence d'une aureole d'inhibi- 
tion autour des cylindres d'agar. En contraste aucune 
colonie issue de la transformation par pUT771 ne pr^sen- 
tait cette activity (55 test^es) . 

10 Une analyse clonale a montrd que le caractfere 

de production 6tait conserve pour 2/3 des souches posi- 
tives aprfcs une 6tape de sporulation. La souche NC50 
PUT772-28 s^lectionnde parmi les souches les plus actives 
par le test sur boite a &t6 plus particuliferement <Studide. 

15 Par cultures successives sur milieu solide PDA 

contenant des concentrations croissantes de phldomycine, 
un variant de la souche NC50/pUT772-28 a 6t6 s61ectionn<§. 
Ce variant notd NC50/28R4 rdsiste & 100 ng/ml de phldo- 
mycine alors que la concentration maximale de croissance 

20 pour le parent est de 20 ug/ml. Les aureoles d' inhibi- 
tion sur un voile de Micrococcus lysodeikticus sont dga- 
leraent sup^rieures pour la souche NC50/28R4 par comparai- 
son au parent NC50/pUT772-28 . Les deux souches ont 6t& 
cultivdes en fiole agit^e dans les conditions ddcrites 

25 dans 1 'exemple /IV. Apr£s cinq jours d'incubation k 27°C 

l 1 activity lysozyme a 6t6 ddtermin^e par un dosage turbi- 
dim6trique h partir de cellules lyophilis^es de Micro- 
coccus lysodeikticus (SHUGAR, Biochim. Biophys., 1952, 
Acta 8 : 302) . Les prolines des surnageants des cultures 

30 ont 6t6 fractionndes sur une colonne MonoS Pharmacia 

(tampon phosphate 50 mM pH 7,2 - dlution gradient lin6- 
aire de 0 & 1 M NaCl) . Un pic proteique 41ev6 h 0,25 M 
est present dans les deux souches transform^es et absent 
chez le parent NC50. Par le test d 1 activity biologique, 

35 identification immunologique avec un anticorps antilyso— 
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- REVINDICATIONS - 

1 - Precede de production de proteine recombi- 
nante k I'aide de champignons filamenteux, caracterise 
en ce qu'on cultive sur un milieu approprie une souche 
du genre Tolypocladium dans laquelle on a introduit une 
sequence d'ADN codant pour ladite proteine plac^e sous 
le contrdle d'eiements assurant I'expression de ladite 
sequence dans ladite souche et en ce qu'on r<Scupfcre la- 
dite proteine. 

2 - Procede selon la revendication 1 , caracte- 
rise en ce que la souche est une souche de Tolypocladium 
geodes . 

3 - Procede selon la revendication 1 , caracte- 
rise en ce que la souche est une souche de Tolypocladium 

15 geodes d^posSe sous le n° 1-880, le 29 juin 1989 k la 
Collection Nationale de Culture des Microorganismes ou 
l'un de ses mutants deficients en activity proteasique 
et/ou hyperexcreteur de proteine exogfcne. 

4 - Procede selon l'une des revendications 1 £ 

3, caracterise en ce que les elements assurant l 1 expres- 
sion comprennent essentiellement une sequence promotrice 
d'un ghne d'origine fongique. 

5 - Procede selon l'une des revendications 1 k 

4, caracterise en ce que la sequence d'ADN codant pour 
25 ladite proteine est precede d'une sequence signal assu- 
rant 1' excretion de la proteine. 

6 - Procede selon l'une des revendications 1 & 

5, caracterise en ce que la sequence d'ADN codant pour 
ladite proline est suivie d'un g&ne marqueur sous le 

30 contr61e des m§mes elements d 'expression. 

7 - Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce que ce gfene marqueur code pour la resistance 
k un antibiotique. 

8 - Procede selon la revendication 7 , caracte- 
35 rise en ce que 1 ' antibiotique est un compose de la fa- 



20 



WO 91/00357 



-24- 



PCT/FR90/00479 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



mille des phleomycines . 

rise . 9 " PrOC6d ' Sel ° n U reve ^«tion 7, caracte- 

««Woti*» de la familie des phleomycines est d-origi- 
ne genomxque et provient du g^e des actinomycetes 
producteur dudit antibiotique. 

9, caracterise en ce que la pro teine codee est choisie 
parmi la pullulanase et le l yS o zyme humain. 

11 - Precede selon 1-une des revendications 5 a 

10, caracterise" en ce oue i a e ,s„ 

gue la s<s <Juence signal est la se- 
quence signal synthetique figurant a la figure 2 

12 - Precede selon 1-une des revendications 1 a 

11, caracterise en ce que la sequence promotrice est la 
sequence promo trice figurant a la figure 5. 

13 - Precede selon 1- U ne des revendications 1 a 

ladite proline est suivie d'nno 

transcription. terminat *- - 

14 - Precede selon 1-une des revendications 1 a 

adit .1^ " ° e ^ U S6qUSnCe d>ADN Po- 
ladite proteine ainsi que les elements assurant Im- 
pression de ladite sequence sent portes par un plasmide. 

_ 15 - Precede selon la revendication 14, caracte- 
ris. en ce que ledit plasmide est un plasmide , * 

txen autonome constant une sequence de replication au- 
toncme efficace chez Tolypocladium ; 

16 - Procede selon la revendication 14 ou 15 
caracterise en ce que ledit plasmide assure 1- integra- 
tion chromosomique des sequences d'ADN en cause 

™« *** 'V Pr °^ ine ° btenUe 13 miSe en oeuvr * du 
precede" selon 1-une des revendications 1 a 16. 

18 - Protdine Sh caracterisee en ce qu'elle 
est obtenue par la mise en oeuvre du precede selon 1-une 
des revendications 1 a 16. 
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19 - Protdine Sh selon la revendication 18, 
caract6ris£e en ce qu f elle comporte la sequence d'acides 
amines representee en figure 2. 

20 - Souche de Tolypocladium obtenue au cours 
de la mise en oeuvre du proc^de selon l'une des reven- 
dications 1 & 16. 

21 - Souche de Tolypocladium ddpos^e sous le n° 
1-880 et ses mutants deficients en activity protdasique 
et/ou hyper excreteur de proteine exog&ne. 
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10 20 30 40 50 60 

ATCACCATCTACOTCAAGCTCGCTGTCATTAGCGCTTrTCTCCCAACCCCCCCGGCCCAG 

HEITyrArgLysLeuAlaVallleSerAlaPheLeuAlaThrAlaArgAlAGln 

70 80 90 100 110 120 

GCCATGCCCAAGTTGACCACTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCCCGCCACGTCGCCGGACCG 

AlaMetAlaLysLeuThrSerAlaValProValLeuThrAlaArgAapValAlaClyAla 

130 140 150 160 170 180 

GTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCC 

ValGluPheTrpThrAapAr^uClyPheScrArgAspPheValGluAapAapPheAla 

190 200 210 220 230 240 

GCTCTGCTCCGGGACGACGTGACCCTCTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTCCCC 

GlyValValArgAspAspValThrLauPh«Il«S«rAlaValGlnAspGlnValValPro 
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GACAACACCCTGGCCTGGCTCTGCCTGCGCGCCCTCGACGAGCTGTACGCCGAGTGGTCG 

AspAanThrUuAlaTrpValTrpVaUrsGlyUuAspGluLeuTyrAlACluTrpSer 
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CAGGTCCTCTCCACGAACTTCCGCGACGCCTCCGGCCCGGCCATCACCCAGATCGGCGAG 

GluValValS«rThrA«nPheArgAspAlaSarGlyProAl«M«tThrGluIleGlyGlu 

370 380 390 400 410 420 

CAGCCGTGCCCCCGGCACTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGCCAACTGCGTGCACTTCCTC 

GlnProTrpGlyArgGluPheAlaLeuArgAspProAlaGlyAanCysVaXHisPh^Val 

430 440 450 460 470 480 

CCCGAGGACCAGGACTCACCGACGCCGACCAACACCCCCCGTCCGACCGCGGCCCACGGG 

AlaGluGluGlnAsp — 
TCCGAGG 
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1 CCATMCTAAAAGTACrrmCT^ 

71 TGGATCTTGGCAATCCATTCGGCGAACTGGAAGGCGTTCGGAATGGTGGCCGAGAGGAAAACAXATCGGA 

141 CCTTGTCGGGAAGGATGATGATGGTCTCGTCGCACAGCACGGGTCGCGTGTTGTGTCGGATGTAGTGGAT 

211 CTCGTCAMCACGACCGAGGCCACTTCGGGCATAATCTCCGMCGGCGGTACAGCATGGACCGGAAAATC 

281 TCCGTCGTCATGACCAGGCAGCTGGCCGTGGGATTGATGGTGACATCACCCGTCATCAGGCCCACGTCGC 

351 CGAAGATGGCCTCGAAGTCTCGAGAATTCGGGCACCAAGGGTCAACATGCGTACGAATACGTCTGCCCCC 

421 TTTCCTCTCrrGAGCCAGTCTTTArrTCGTCTTGACCTCAACTTCGGCCAAAGATGCATAATGGATGC^ 

491 AGAGATGCTACATGTAGAGCACCTCCCGGTCGTGTCACCCTGCCAGGACGCGCATAGTGAATCGCTGGAT 

561 ACCTTTCGTCGTATACTGACCCAAGTTGGGTGGCAAGCCGGAAAGAAGTTGTCTCGCAGGGGCCAATGTG 

631 ACTAGGGCCATGAGAGGCTTGGTGTTGGAGGTGGCATCGTGAGAGGAGTTGGAAGTAAACACGCACGGTC 

701 ACATCTGGAGCCAGAGATGCTCCTAAGGTAGGTAGTATCTAGTAAGATCCGGATTGTACGTACGCCTCGC 

771 TACTGTCATMTTGCCGATGATTTTTGTGGCAAAAACATGCTACT^ 

841 TCAGCAGTTCCCCCCAGCCTGGAGCCTGCTCACAGGGCCATCATGGCGCTT^ 

911 TTATTCCATTAGTCGTCCGCCCTGACTCTCTCTCACCATTTTCCCACTC 

981 GCTGGCTGACTGATGCGACCGTCTGTGTGCCGTTGGATCGCGGAAACTGAGCTGAGGCCAGCGGCAAAGG 
1051 TACAAGCGCTGTGGCGGCGGGGGGGGCGGTGGCGGAAGTAACTCCCGCAXGGGGCGTCCAAGGCTGTCAA 
1121 TATTACTGTTAGCGCCTTAGCGCCTGTAGTGAAGGGCGACCTCCCCCCTG1 rTITCAGGGCACTAGAGGC 
1191 TTGAGACAGTTGAGGCAGCGCTGAGCCTCCAGCAGGCACGCGTTCCTGCGCCCGCGTTGCCCGTCTGGTG 
1261 GCATTTATCTTCCACTCGCACTCCCCTCTCCTTCAACCTCGCCrTTTCCTCTCCATCTCCA^ 
1331 TTCGAAGCCCACffGAGTGTCTTCCGCACAGCGGGCAACGACAG 
1401 TCTGCTGCACTTCCACTGCCTCCTTCGTTCTTTTITrCTCGTCAAACT 

1471 CGAAAGAACGGGGGGGTGCCGAAGGTTCCTTGCATCGCACTCGTGATCrTGAGTCATCGTTCGCGAATCG 
1541 CCACGTCGCGCATCTCTTCGATTAAGCCTACTAGAATCGCTTCTCGCGACTCTTCGACCTTGATCACCTC 
1611 TCTGTGATTGACTGCTTTACGTCTGTCAATCCTGACCAAC 
1681 TTAACTAGATATCACCATG 
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U U U ti Li 

TCTCGGTTACCGTCCTGGGCAAGGTGTTCGAACGCTGCGAGCTTGCGC 
SerVal ThrValLEUGl yLysVal PheGl uArgCysGl uLeuAl aArg 



100 110 120 130 140 

d Ci u Ci Ci 

GCACCCTGAAGCGCCTTGGCATGGACGGCTACCGGGGTATCTCGCTTG 

ThrLauLysArgLeuGl yflet AspGl yTyr Ar gGl y II eSerLeuAl a 
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ix ix ix Ci Ci 

CCAACTGGATGTGTCTCGCGAAGTGGGAGTCCGGATATAATACTCGCG 
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AGATTAACTCTAGATATTGGTGCAACGATGGCAAGACTCCTGGTGCCG 
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AGTACGTCCAGGGCTGCGGTGTCTGAGGATCC 
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FIG- 7 : Gene synthetique du lysozyme humain 
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